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Symbiosis of mycorrhizal fungi into plant roots supplies insolubilized phosphoric acid in soil to the 
plant. Previous research has suggested that inoculation of arbuscular mycorrhizal fungi to Lotus 
japonicus, a legume family model plant, improves cadmium tolerance of this plant. In this research, to 
examine the mechanism to improve cadmium tolerance, I observed the phenotype of Lotus japonicus 
upon the extended cultivation period on the cadmium-containing medium and analyzed the expression 
level of cadmium responsive genes in both Lotus japonicus and mycorrhizal fungi. As a result, I 
confirmed the effect of symbiosis of mycorrhizal fungi on improvement of cadmium tolerance in Lotus 
japonicus, and suggested different mechanism is working between the low and high cadmium conditions 
to provide the cadmium tolerance of the plants by symbiosis. 
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１．緒言 
菌根菌は植物の根に共生して土壌中の不溶化したリン
酸を植物に供給する[1]．いっぽう，先行研究では，マメ
科のモデル植物，ミヤコグサ（Lotus japonicus）にアーバ
スキュラー菌根菌（AMF）を接種し，共生させることで，
ミヤコグサのカドミウム（Cd）耐性が向上することが示
唆された（山田 2016）．そこで本研究では，Cd を含む
培地上での栽培期間を延長して，菌根菌共生による Cd 耐
性向上効果を検証した．そして，ミヤコグサ，菌根菌の
Cd 応答遺伝子の発現量を解析し，菌根菌共生による植物
の Cd 耐性向上における菌根菌の役割およびしくみにつ
いて考察した． 
 
２．実験方法 
（1）種子滅菌および栽培条件 
ミヤコグサ（MG-20 系統）の種子を滅菌後 3 時間吸水
させたのちに，シャーレ内の湿らせた濾紙上に播種した．
播種後 7 日後のミヤコグサを，川砂を詰めたファルコン
チューブに 1 本ずつ植え，23 ℃インキュベータ内で栽培
した．接種区には AMF 胞子懸濁液（MYCORISEASP 菌 
500 胞子/ml）を，対照区には滅菌水をそれぞれ 1ml 滴下
した．その後，1/2 ホーグランド溶液と滅菌水を交互に 10 
ml/鉢ずつ週 3 回，それぞれ与えて栽培した．菌根菌感染
率はミヤコグサ根をトリパンブルー染色して観察し，「感
染視野数/観察視野数×100」の式で算出した． 
（2）Cd 濃度の測定 
5 週間栽培した接種区および対照区のミヤコグサを Cd
を含む 1/2 ホーグランド寒天培地にそれぞれ移し替え，
23 ℃インキュベータ内に 4 日間及び 2 週間置いた．その
後，原子吸光分光光度計を用いて地上部と根部の Cd 濃度
を測定した． 
（3）遺伝子発現量の解析 
 4 週間栽培した接種区および対照区のミヤコグサを Cd
を含む 1/2 ホーグランド寒天培地にそれぞれ移し替え，
23 ℃インキュベータ内に 22 時間置いた．その後，サン
プルの RNA 抽出および cDNA の合成を行った．遺伝子発
現量の解析には Real-time PCR 法を用いた． 
ミヤコグサの Cd 応答を調べるためには，Cd 添加によ
り発現が誘導されるアミノシクロプロパン-1-カルボン酸
（ACC）合成酵素遺伝子 LjACS2 を，内部コントロールと
して LjEF1 を用いた．また，菌根菌の Cd 応答を調べる
ためには，リン酸トランスポーター遺伝子 GintPT，Cd と
似た性質を持つ亜鉛の輸送体遺伝子 GintZnt，内部コント
ロールとして GintEF を用いた． 
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３．結果および考察 
（1）菌根菌感染率の測定 
まず，菌根菌のミヤコグサへの感染率を測定した．AMF
胞子懸濁液を接種し，2～5 週間後の感染率を測定したと
ころ，40 ％程度の感染率が確認できた．特に接種後 3 週
間頃から安定して嚢状体が観察できたことから，十分な
共生状態を作れたと判断した． 
（2）Cd 添加によるミヤコグサ生育抑制に対する菌根菌共
生の効果 
菌根菌接種 5週間後のミヤコグサをCd添加培地に移し
替え，さらに 2 週間培養してミヤコグサの伸長量を調べ
た．Cd 無添加培地上では，ミヤコグサ全体の伸長量が菌
根菌接種区のほうが大きくなり，地上部と根部とで比べ
ると根部での伸長量増加が顕著であった（図 1）．Cd 10 M
添加により非接種区での伸長が抑制されたが，接種区で
の影響は見られなかった．Cd 50 M 以上の添加区では黄
化した葉も見られ（図 1），伸長量が大きく抑制されたが，
菌根菌接種により伸長量がいくらか回復した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3）ミヤコグサの Cd 濃度測定 
Cd 添加培地上で 4 日間培養したミヤコグサの根部と地
上部の Cd 濃度をそれぞれ測定した（図 2 上段）．共生し
た菌根菌を含む根部では，Cd 50 M 区において接種区 Cd
濃度が非接種区のそれを上回り，菌根菌が Cd 吸収をして
いる可能性が考えられた．反対に，地上部では Cd 10 M
区において非接種区の方が接種区よりも Cd 濃度が高か
った．次に Cd 添加培地上で 2 週間培養したときの Cd 濃
度を測定したところ，Cd 50 M 以上の区では，根部，地
上部ともに接種区の Cd 濃度が低くなったが，Cd 10 M
の接種区では根部 Cd 濃度は高かった（図 2 下段）．これ
らの結果から，菌根菌はミヤコグサ根表面で培地 Cd を吸
収し，ミヤコグサ根の Cd 吸収を抑制することで，ミヤコ
グサ地上部への Cd 移行量を減らした可能性が考えられ
る．いっぽう，Cd 1 mM 区では菌根菌接種の有無に関わ
らず 100 M 区と比べて 10 倍程度の Cd 濃度となった．
しかし，菌根菌接種により，地上部 Cd 濃度は非接種区と
比べて低下していた（図 2）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（4）遺伝子発現量解析によるミヤコグサと菌根菌の Cd 応
答性の検証 
ミヤコグサ根部における，ミヤコグサ，菌根菌それぞ
れの Cd 吸収量を物理的に分けて測定することは難しい
ことから，それぞれの Cd 添加に対する応答を遺伝子発現
量変化から解析した．ミヤコグサでは，Cd により発現誘
導することが知られている LjACS2 遺伝子発現量を調べ
た[2]．その結果，ミヤコグサ根部では Cd 添加により
LjACS2 遺伝子発現量が増加したが，菌根菌接種により発
現量増加が抑えられていた（図 3）．いっぽう，地上部に
おいても Cd 100 M，1 mM 区で接種区の LjACS2 遺伝子
発現量が減少した．  
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図 2． Cd 添加培地上で 4 日間および 2 週間培養後にお
ける地上部と根部の Cd 濃度測定結果．値は Cd 濃度の
平均値を、バーは標準誤差を表す． 
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図 1． Cd 添加培地上で 2 週間培養後のミヤコグサの様子
（上）と伸長量（下）．－は対照区，＋は菌根菌接種区の
植物．値は伸長量の平均値を，バーは標準誤差を表す． 
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次に，菌根菌の Cd 応答を調べるために，菌根菌のリン
酸輸送体遺伝子 GintPT，重金属輸送体遺伝子 GintZnt 遺伝
子の発現量を調べた．その結果，いずれの遺伝子も Cd 50 
M 区までは Cd 濃度が高くなるにつれ，菌根菌の遺伝子
発現量は増えた．しかし，Cd 100 M 以上になると発現
量が減少した（図 4）．この結果から，菌根菌は Cd 濃度
50 M まではリン酸および重金属の吸収機構が働くが，
100 M 以上ではまた異なる仕組みが働くと考えられた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．まとめ 
 菌根菌のミヤコグサへの Cd 耐性向上効果が確認でき
た。長期栽培条件下においては, 50 M 以下の Cd 濃度で
Cd 耐性向上が認められ，菌根菌が植物より先に Cd を吸
収し、植物に対する Cd の影響を低下させた可能性がある．
また，100 M 以上の Cd 濃度では，菌根菌のリン酸およ
び亜鉛輸送体の機能は低下しているにも関わらず、接種
区のカドミウム濃度が抑制されていたため, 低濃度の条
件とは異なる仕組みが働き、カドミウム耐性向上に関与
していると考えられた.低親和性の排出輸送体が働くこと
で, Cd を排出した可能性がある. 
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図 4． カドミウム濃度別の菌根菌内 GintPT 遺伝子およ
び GintZnt 遺伝子発現量．数値は各 Cd 添加培地濃度
における GintEF 発現量を 1 として算出した． 
図 3． カドミウム濃度別の LjACS2 遺伝子発現量．数
値は各 Cd 添加培地濃度における LjEF1発現量を
として算出した． 
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